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Abstract

Langrová, T., Sládek, Z., Ryšánek, D.: The effect of the bacterial pathogens Staphylococcus 
aureus and Streptococcus uberis on morphological features of apoptosis of heifers mammary gland 
neutrophils. Acta univ. agric. et silvic. Mendel. Brun., 2005, LIII, No. 4, pp. 61-74

The aim of the student thesis was to review the effect of the significant bacterial pathogens, Staphylo-
coccus aureus and Steptococcus uberis on programmed cell death – apoptosis in vitro, and to determine 
the dynamic of morphological changes during aging neutrophil granulocytes of heifers mammary gland 
in vitro. Using light and electron microscopy we have noted characteristic alterations of apoptotic neu-
trophils. These are running in three consequential phases. We found out, that the interaction of bacterial 
pathogens with neutrophils during the incubation have lead in expressive quantitative and qualitative 
changes in apoptotic cells proportion. Concretely, the influence of both pathogens on mammary gland 
neutrophils caused the defer of apoptosis expression. Here, S. aureus caused lower number of apoptotic 
neutrophils in comprasion with S. uberis. The outcomes testified, that S. aureus and S. uberis interaction 
with heifers mammary gland neutrophils in vitro causes alterations relating to apoptosis of these cells. 
Looking at the results of the study, we can conclude, that the pathogens S. aureus and S. uberis are not 
only significant heifers mammary gland – affection causers, but they significantly influence the cells of 
defensive system in their functions too. They significantly decrease the appereance of morphological 
apoptosis manifestations on neotrophils of tissue pool of the heifers mammary gland. The numbers of 
apoptotic cells in neutrophil population confirm, that during the interaction with mentioned pathogens 
the defer of morphological apoptosis manifestations happens. Then, higher number of apoptotic neu-
trophils in stages of apoptotic corpuscles implies increasing dynamic of this process. Beside that, the 
dynamic of apoptotic process is influenced by the specifity of certain bacterious actor too.
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Neutrofilní granulocyty (dále neutrofily) hrají vý-
znamnou úlohu v imunitě, neboť jsou odpovědné pře-
devším za nespecifickou obranu těla proti pronikají-
cím mikroorganismům, virům, bakteriím, plísním, aj. 
V dutinovém systému mléčné žlázy představují neu-
trofily jeden z typů volných buněk. Funkcí těchto bu-
něk je eliminace bakteriálních patogenů během akut-

ního zánětu. V  průběhu jeho iniciální fáze dochází 
k migraci těchto buněk z krve a k jejich následné aku-
mulaci v dutinovém systému mléčné žlázy. Tato zá-
nětlivá reakce mléčné žlázy má za cíl eliminovat pa-
togenní mikroorganismy prostřednictvím fagocytózy, 
a proto představuje důležitý obranný mechanismus 
(PAAPE a WERGIN, 1977).
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Neutrofily obsahují v cytoplazmě granula s arzená-
lem enzymů určeným k ničení a intracelulárnímu trá-
vení fagocytovaných bakterií. Granula však předsta-
vují dvojsečnou zbraň, neboť v případě nekrózy neu- 
trofilů dochází k  vylití jejich obsahu do okolí, což 
působí histotoxicky na tkáně mléčné žlázy (Capuco 
et al., 1986). Alternativně k nekróze podstupují neu- 
trofily programovanou buněčnou smrt – apoptózu, 
při níž nedochází k  lytickému zániku buňky. Apop-
totické neutrofily udržují buněčnou integritu a jsou 
fagocytovány lokálními makrofágy. Tímto způsobem 
jsou promptně fyzicky eliminovány z  místa zánětu, 
tedy z dutinového systému mléčné žlázy (SLÁDEK 
a RYŠÁNEK, 2000). Na druhé straně však dochází 
u  apoptotických neutrofilů ke snížení fundamentál-
ních funkcí, zejména fagocytózy bakterií (Whyte 
et al., 1993). Není tedy divu, že jedním z faktorů vi-
rulence bakterií je právě indukce apoptotického pro-
gramu u neutrofilů, což tyto buňky funkčně diskvali-
fikuje, čímž se snižuje obranyschopnost makroorga-
nismu (DeLEO, 2004).

Bylo zjištěno, že interakce veterinárně význam-
ných bakterií, Haemophilus somnus, Staphylococ-
cus aureus, Streptococcus pneumonie, Streptococcus 
pyogenes s neutrofily vede k apoptóze (ENGELICH 
et al., 2001; LUNDQVIST–GUSTAFSSON et al., 
2001; KOBAYASHI et al., 2003). To má za následek 
pokles podílu živých buněk v zanícené tkáni, jež by 
byly schopny eliminovat zmíněné bakterie a eradiko-
vat infekci. 

Doposud byla v této souvislosti odhalena role apop-
tózy v patogenezi akutního zánětu mléčné žlázy způ-
sobeného Gram–negativními bakteriemi Escherichia 
coli (VAN OOSTVELDT et al., 2001, 2002). Je s po-
divem, že u  tak významných Gram–pozitivních pů-
vodců mastitid, jako je Staphylococcus aureus a 
Streptococcues uberis, však nikoliv. Vliv těchto bak-
teriálních patogenů mléčné žlázy na modulaci apop-
tózy neutrofilů tedy není znám. 

Proto se cílem práce stalo posoudit vliv význam-
ných bakteriálních patogenů, Staphylococcus aureus 
a Streptococcus uberis, na morfologické projevy 
programované buněčné smrti – apoptózy neutrofilů 
mléčné žlázy skotu in vitro.

MATERIÁL A METODIKA
Experimentální zvířata

Pokus byl realizován na osmi klinicky zdravých ja-
lovicích, kříženkách holštýnského a českého straka-
tého plemene ve věku 14–18 měsíců. Byly vyšetřeny 
4 mléčné žlázy každé jalovice, tedy celkem 32 mléč-
ných žláz. Mléčné žlázy byly nejprve podrobeny kli-
nickému vyšetření se zaměřením na posouzení morfo-
logie vemene, utváření jednotlivých struků a zvláště 
průchodnosti strukových kanálků. Výsledky klinic-
kého vyšetření mléčných žláz a bakteriologického 

vyšetření jejich laváží byly směrodatné pro zařazení 
zvířete k realizaci pokusu.

Model indukovaného influxu buněk
Mléčné žlázy byly důkladně desinfikovány etyl-

alkoholem, zvláště v  okolí zevního ústí strukového 
kanálku, a následně podrobeny laváži (RYŠÁNEK 
et al., 1999). Laváž byla provedena pomocí uprave-
ných ureterálních katetrů (AC5306CH06, Porges S. 
A., France) sterilním pufrovaným fyziologickým roz-
tokem (PBS, pH 7,4; 0,01 M, NaCL 0,138 M; KCL 
0,0027 M, připraveným z apyrogenní vody) o objemu 
20 ml, ohřátým na 37 °C. Poté následovala intramam-
mární aplikace sterilního syntetického derivátu mu-
ramyldipeptidu (MurNAc–L–Abu–D–IsoGln, Insti-
tut Organické chemie a biochemie Akademie věd, 
Praha, Česká republika) ve finální koncentraci 500 μg 
v 10 ml PBS. Po 18 hodinách byly mléčné žlázy vy-
pláchnuty 20  ml sterilním PBS, ohřátým na teplotu 
37 °C. 

Zpracování buněčné suspenze
Získané laváže byly ihned po odběru posouzeny as-

pekcí a poté z nich byly odebrány vzorky pro bakte-
riologické vyšetření, pro stanovení celkového počtu 
buněk a pro stanovení vitality buněk.

Bakteriologické vyšetření bylo provedeno kultivací 
na krevní agar s 5 % propraných beraních erytrocytů a 
aerobní kultivací při 37 °C po dobu 24 hodin (QUINN 
et al., 1994). Všechny vyšetřené mléčné žlázy byly 
bakteriologicky negativní, neboť žádné kolonie bak-
terií nebyly na krevním agaru vykultivovány.

Celkový počet buněk v laváži každé mléčné žlázy 
byl stanoven použitím přístroje Fossomatic 90 (Foss 
Eletric, Denmark) procedurou podle doporučení Me-
zinárodní mlékařské federace (IDF, 1995). 

Vitalita buněk v  lavážích byla hodnocena tes-
tem vylučování trypanové modři (JAIN a JASPER, 
1967) počítáním 200 buněk z každé mléčné žlázy. Ve 
všech vyšetřovaných lavážích mléčných žláz před a 
po indukci influxu byla vitalita buněk vždy vyšší než 
96 %.

Příprava S. aureus a S. uberis
Ke studii byly použity S. aureus (kmen Newbould 

305 CCM 6275) a S. uberis (kmen CCM 4617). Ino-
kula těchto bakterií byla připravena postupem popsa-
ným dříve (SLÁDEK et al., 2005).

Kultivace neutrofilů
Čerstvé neutrofily z  laváží mléčné žlázy byly ad-

justovány (1,2 x 107 buněk/ml) v  RPMI 1640 mé-
diu (Sigma, MO, USA) pomocí hemocytometru. Ob-
dobně byly adjustovány i bakteriální suspenze (1,2 x 
107 buněk/ml) S. aureus a S. uberis. Buněčné a bakte-
riální suspenze byly smíchány v objemovém poměru 
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1 : 1. Finální koncentrace buněk i bakterií tedy činila 
6 x 106/ml. Jako kontrola sloužila pouze buněčná sus-
penze bez bakterií v konečném ředění 6 x 106/ml. Pro 
analýzu buněk ve světelném mikroskopu byla zhoto-
vena podložní skla s adherovanými neutrofily nane-
sením suspenzí (0,5 ml/sklíčko) v duplikátech a inku-
bací po dobu tří hodin ve vlhké komůrce. Kultivace 
proběhla v termostatu při 37 °C a 5% atmosféře CO2 
(SAVILL et al., 1989).

Světelná mikroskopie
Po vyjmutí z termostatu byla sklíčka barvena panop-

tickým barvením dle Pappenheima. V populaci neutro-
filů byly morfologicky stanoveny podíly jednotlivých 
stadií apoptózy počítáním přinejmenším 200 apop-
totických neutrofilů. Obarvená skla byla hodnocena 
světelným mikroskopem JENAMED 250 CF (Carl 
Zeiss, Jena, Německo) vybaveným barevnou kamerou 
3–CCD HV–C20 (HITACHI DENSHI, Japan) a zpra-
covány softwarem pro analýzu obrazu LUCIA G (LA-
BORATORY IMAGING, Prague, Czech Republic).

Transmisní elektronová mikroskopie
Zpracování vzorků pro transmisní elektronovou 

mikroskopii (TEM) bylo provedeno postupem po-
psaným dříve (SLÁDEK a RYŠÁNEK, 1999) na pra-
covišti elektronové mikroskopie Ústavu histologie a 
embryologie Lékařské fakulty Masarykovy univer-
zity v Brně. 

Buňky byly fixovány 2 hodiny v 3% glutaraldehydu 
zředěném v  kakolydátovém pufru a následně třikrát 
promyty po 30  min v  0,1  M kakolydátovém pufru. 
Poté byly postfixovány v 0,02 M OsO4 rozpuštěném 
v  0,1  M kakolydátovém pufru, dehydratovány v  al-
koholu a prosyceny acetonem a Durcupanem I přes 
noc. Následujícího dne byly buňky prosyceny, stabili-
zovány a polymerizovány Durcupanem II. Ultratenké 
řezy o síle 90 nm zhotovené na ultramikrotomu (Ul-
tramicrotome LKB, Bromma, Sweden) byly přemís-
těny na mřížku povlečenou formvarovou blánou. Ke 
kontrastnímu barvení byl použit 2% uranyl acetát a 
Reynoldsův roztok. Ultratenké řezy byly pozorovány 
v transmisním elektronovém mikroskopu TESLA BS 
500 (Tesla a.s., Brno, Česká republika) při pracovním 
napětí 60 kV. Elektronogramy byly digitalizovány 
scannerem UMAX ASTRA 1200S (Umax Technolo-
gies, Inc., Fremont, USA) a vyhodnoceny softwarem 
pro analýzu obrazu LUCIA G (Laboratory Imaging, 
Praha, Česká republika).

Statistika
Podíly jednotlivých stadií apoptózy neutrofilů jsou 

prezentovány jako průměry a směrodatné odchylky 

32 vyšetřených mléčných žláz. Významnost rozdílů 
v  zastoupení jednotlivých stadií apoptózy neutrofilů 
byla hodnocena párovým t–testem. Ke statistickému 
zpracování dat byl použit STAT Plus software (MA-
TOUŠKOVÁ et al., 1993).

VÝSLEDKY
Buňky indukovaného influxu

Indukovaným influxem byla získána buněčná po-
pulace s celkovým počtem buněk 59,1±11,2 x 106/ml. 
Tato populace buněk byla zastoupena relativně vyso-
kým  podílem neutrofilů (90,1±11,8  %) nad makro-
fágy (7,3±4,6 %) a lymfocyty (2,6±1,1 %). V popu-
laci neutrofilů dominovaly strukturálně a ultrastruk-
turálně normální buňky. Vedle těchto neutrofilů byly 
zaznamenány rovněž neutrofily s  morfologickými 
znaky apoptózy (8,4±3,1 %). 

Světelná mikroskopie
Strukturálně normální neutrofily byly charakteri-

zovány protáhlým, ovoidním či nepravidelným tva-
rem s  laločnatým jádrem vyplněným jemně zrnitým 
euchromatinem a denzním heterochromatinem. Cy-
toplazma obsahovala hojné azurofilní a specifické 
granule, četné mitochondrie a protáhlé cisterny endo-
plazmatického retikula. V  jemně zrnité matrix cyto-
plazmy byly patrné ribosomy a polyribosomy. Na po-
vrchu buněk byla přítomna pseudopodia (obr. 1).

V  iniciálním stadiu apoptózy – karyopyknosis, 
byla na první pohled patrná výrazná redukce objemu 
buněk. Oproti strukturálně normálním neutrofilům 
(obr. 1) byly karyopyknotické neutrofily (obr. 2) té-
měř o polovinu menší v důsledku kondenzace cyto-
plazmy. Chromatin segmentů jádra podléhal rovněž 
kondenzaci a splýval v  jeden sférický útvar – došlo 
k  desegmentaci jádra. Kondenzované, karyopykno-
tické jádro se jevilo jako výrazně tmavý, téměř černě 
zbarvený objekt. Neutrofily zaujímaly v tomto stadiu 
apoptotických změn sférický tvar a byly intenzivně 
eosinofilní.

Ve druhém stadiu apoptózy neutrofilů, zeiosis, do-
cházelo ke zpěnění cytoplazmatické membrány, kdy 
se vytvářely protuberance – „bublinky“. Jádro zeio-
tických neutrofilů s kondenzovaným chromatinem se 
rozdělilo do několika malých fragmentů (obr. 3).

Ve třetím, závěrečném stadiu apoptotických změn 
docházelo k formování apoptotických tělísek (obr. 4). 
V  důsledku pokračující kondenzace jádra a cyto-
plazmy doprovázené zaškrcováním a následným od-
dělením vznikaly malé kulovité útvary s  fragmento-
vaným jádrem a hustě kondenzovaným chromatinem 
– apoptotická tělíska (obr. 4). 
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1: Strukturálně normální neutrofil tkáňového poolu 
mléčné žlázy skotu. Panoptické barvení dle Pappen-

heima, zvětšení 1000x.

2: Stadium karyopyknosis apoptotického neutrofilu, 
charakteristické fragmentací DNA jádra a přítom-
ností vakuol v  cytoplazmě. Panoptické barvení dle 

Pappenheima, zvětšení 1000x.

3: Apoptotický neutrofil ve stadium zeiosis. Panop-
tické barvení dle Pappenheima, zvětšení 1000x.

4: Apoptotické tělísko neutrofilu (vpravo) a normální 
neutrofil. Panoptické barvení dle Pappenheima, zvět-

šení 1000x.

Transmisní elektronová mikroskopie
Ultrastrukturální vlastnosti apoptotických neutro-

filů korespondovaly se  strukturálními vlastnostmi 
apoptotických neutrofilů ve světelné mikroskopii. 
Ultrastrukturálně normální neutrofil znázorňuje 
obr. 5.

Stadium karyopyknosis charakterizoval sférický 
tvar buněk, slití jaderných segmentů, denzní chroma-
tin, parciální absence granulí a mitochondrií v cyto-
plazmě. U karyopyknotických neutrofilů bylo možno 
pozorovat v cytoplazmě ploché cisterny endoplazma-
tického retikula a četné malé vakuoly segregované na 
periferii buněk. V cytoplazmě karyopyknotických neu- 

trofilů se nacházely intaktní primární a sekundární 
granule (obr. 6).

Stadium zeiosis charakterizovaly segregované frag-
menty jádra s  půlměsíčitým denzním chromatinem, 
dislokované na periferii buněk. Dále bylo patrné for-
mování povrchových „blebsů“ (prohlubní a záhybů) a 
bublin a jejich postupné odškrcování (obr. 7). Odškr-
cování těchto úseků mělo za následek vznik apopto-
tických tělísek.

Apoptotická tělíska představovala 2–3 µm veliké 
fragmenty buněk s  vysoce kondenzovanými seg-
menty jádra a malým množstvím granulí v  cyto-
plazmě (obr. 8). 
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5: Ultrastrukturálně normální neutrofily tkáňového poolu mléčné žlázy skotu. 
Transmisní elektronová mikroskopie, zvětšení 5000x.

6: Neutrofil ve stadiu karyopyknosis charakterizován jádrem s desegmentací la-
loků a přítomností intaktních granul v cytoplazmě. Transmisní elektronová mikro-
skopie, zvětšení 10000x.
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7: Apoptotický neutrofil ve stadiu zeiosis. Transmisní elektronová mikroskopie, 
zvětšení 10000x.

8: Apoptotické tělísko. Transmisní elektronová mikroskopie, zvětšení 10000x.
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Apoptóza neutrofilů po in vitro kultivaci se S. au-
reus a S. uberis

Výchozí populace neutrofilů, použitá k in vitro stu-
dii, obsahovala část buněk s  morfologickými znaky 
apoptózy (8,4±3,1  %). Po třech hodinách kultivace 
došlo k výskytu spontánní apoptózy následkem stár-
nutí neutrofilů u 30,8±5,7 % buněk. 

Rozdíl v počtu všech apoptotických buněk před in-
kubací a po 3hodinové inkubaci byl statisticky vysoce 
významný (P<0,01). 

Při kultivaci neutrofilů s bakteriemi byly zazname-
nány výrazné změny v  zastoupení apoptotických bu-
něk. Po 3hodinové inkubaci se S. aureus bylo zjištěno 
10,9±4,4 % apoptotických buněk a v případě S. uberis 
14,6±4,3 %. Celkový počet apoptotických buněk byl 
tedy oproti kontrole v případě obou bakterií statisticky 
vysoce významně nižší (P<0,01). Uvedené údaje o za-
stoupení apoptotických neutrofilů uvádí obr. 9.

Apoptóza neutrofilů po inkubaci s bakteriemi S. 
aureus

Kultivace neutrofilů se S. aureus rezultovala ve vý-
razné změny nejen v  zastoupení apoptotických bu-

něk, nýbrž rovněž v podílu jednotlivých stadií apop-
tózy. Jak dokumentuje obr. 10, během kultivace došlo 
ke statisticky významnému snížení počtu neutrofilů 
ve stadiu karyopyknosis (P<0,01), ze 78,7±2,9 % na 
67,3±3,4 %. Naproti tomu bylo zaznamenáno statis-
ticky významné zvýšení počtu apoptotických tělísek 
(P<0,01), z 8,1±1,0 % na 19,3±2,3 %. Ve stadiu zeio-
sis bylo zjištěno statisticky nevýznamné, pouze mírné 
zvýšení počtu z 13,2±2,8 % na 13,4±1,7 %.

Apoptóza neutrofilů po inkubaci s bakteriemi S. 
uberis

Podobně jako u S. aureus byla kultivace neutrofilů 
se  S. uberis doprovázena výraznou změnou podílu 
jednotlivých stadií apoptózy buněk (obr. 11). V pří-
padě stadia karyopyknosis bylo pozorováno statis-
ticky významné snížení počtu (P<0,01), z 81,1±3,5 % 
u kontroly na 69,7±6,6 % u S. uberis. Ve stadiu zeio-
sis bylo zjištěno statisticky nevýznamné zvýšení po-
čtu buněk, z 10,9±4,2 % na 14,2±6,2 %. Počet apop-
totických tělísek se zvýšil statisticky velmi významně 
(P<0,01), ze 7,9±3,1 % na 16,1±1,1 %. 

9: Zastoupení apoptotických neutrofilů se S. aureus a S. uberis. Procento a směrodatné odchylky apoptotických 
neutrofilů po třech hodinách in vitro inkubace. Signifikantní rozdíly v zastoupení apoptotických neutrofilů mezi 
kontrolou a bakteriemi (*P<0,01).



68	 T. Langrová, Z. Sládek, D. Ryšánek

11: Zastoupení jednotlivých stadií apoptotických neutrofilů se S. uberis. Procento a směrodatné odchylky apop-
totických neutrofilů po třech hodinách in vitro inkubace. Signifikantní rozdíly v zastoupení jednotlivých stadií 
apoptotických neutrofilů mezi kontrolou a bakteriemi S. uberis (*P<0,01).

10: Zastoupení jednotlivých stadií apoptotických neutrofilů se S. aureus. Procento a směrodatné odchylky 
apoptotických neutrofilů po třech hodinách in vitro inkubace. Signifikantní rozdíly v zastoupení jednotlivých 
stadií apoptotických neutrofilů mezi kontrolou a bakteriemi S. aureus (*P<0,01).
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12: Porovnání podílu jednotlivých stadií apoptózy neutrofilů se S. aureus a S. uberis. Procento a směrodatné 
odchylky apoptotických neutrofilů po třech hodinách in vitro inkubace. Signifikantní rozdíly v zastoupení jed-
notlivých stadií apoptotických neutrofilů mezi kontrolou a bakteriemi (*P<0,01).

Srovnání apoptózy neutrofilů po kultivaci s bakte-
riemi S. aureus a S. uberis

Porovnání intenzity interakce neutrofilů s  bakteri-
emi uvádí následující obr.12. Jak je z něj patrné, sta-
tisticky významný rozdíl (P<0,01) byl zaznamenán 
pouze v zastoupení apoptotických tělísek, 16,1±1,1 % 
u S. uberis a 19,3±2,3 % u S. aureus. Rozdíl v počtu 
buněk nacházejících se ve stadiu karyopyknosis po 
3hodinové inkubaci s bakteriemi S. uberis a S. aureus 
byl statisticky nevýznamný, stejně jako počet buněk 
stadia zeiosis. 

DISKUSE
Cílem práce bylo posoudit vliv významných bak-

teriálních patogenů, Staphylococcus aureus a Strep-
tococcus uberis na morfologické projevy programo-
vané buněčné smrti – apoptózy neutrofilů mléčné 
žlázy skotu in vitro.

Ke studiu byly použity migrované neutrofily mléčné 
žlázy virginních jalovic, získané použitím modelu in-
dukovaného influxu. Syntetický derivát muramyldi-
peptidu (MDP) představuje bakteriální peptidogly-
kan izolovaný z  buněčných stěn Gram-pozitivních 
bakterií, který disponuje chemotaktickými účinky. 
Právě jeho vlastnosti se staly podkladem pro navoze-
ní reálných podmínek při indukci zánětlivé odpovědi 
mléčné žlázy na bakteriální infekci, neboť byly v ná-
sledné in vitro studii použity Gram-pozitivní koky: 
S. aureus a S. uberis. Proto byla zánětlivá odpověď 
mléčné žlázy charakterizována mohutným influxem 
buněk, 59,1 x 106/ml, s 90% podílem neutrofilů.

Populace neutrofilů obsahovala v  převážné míře 
strukturálně normální buňky. Vedle nich však byly 
zaznamenány neutrofily s charakteristickými struktu-

rálními vlastnostmi apoptózy. Přítomnost apoptotic-
kých neutrofilů ve vstupní populaci buněk je zřejmě 
výsledkem dvou procesů a lze ji vysvětlit násle-
dovně. Intramammární aplikací prozánětlivého čini-
tele – MDP dojde k indukci zánětlivé odpovědi, která 
je charakterizovaná masivním influxem neutrofilů do 
dutinového systému mléčné žlázy a jejich akumulací. 
Neutrofily jsou k migraci rekrutovány v různém stáří 
(Cox et al., 1995) a navíc influx neutrofilů probíhá 
kontinuálně. Proto se již ve vstupní populaci neutro-
filů lze setkat s neutrofily s morfologickými projevy 
apoptózy. 

Apoptóza buněk je charakteristická typickými mor-
fologickými vlastnostmi, mezi které patří zejména 
svraštění buněk, kondenzace chromatinu (karyopyk-
nosis), blebbing (zeiosis) a fragmentace do apoptotic-
kých tělísek (Kerr et al., 1972). V této studii se tyto 
morfologické znaky staly kritériem pro analýzu dyna-
miky apoptózy neutrofilů mléčné žlázy skotu během 
kultivace těchto buněk in vitro. 

Pro kultivaci in vitro byl použit model stárnutí neu-
trofilů, tzv. model „agingu“. Uvedený model zavedli 
PAYNE et al. (1994) ke studiu apoptózy neutrofilů 
v definovaných podmínkách in vitro. Autoři modelu 
prokázali, že proces apoptózy neutrofilů v  podmín-
kách in vitro vykazuje shodné morfologické a bioche-
mické vlastnosti, jako je tomu v podmínkách in vivo 
a in situ. Proto se model agingu stal frekventovaným 
metodickým prostředkem pro studium apoptózy krev-
ních neutrofilů a její modulace (PAYNE et al., 1994). 
Stejně tak je tento model vhodný pro neutrofily jiné 
provenience, jako neutrofilů skotu (Van Oost-
veldt et al., 1999; SLÁDEK a RYŠÁNEK, 2002), 
malých přežvýkavců (TATARCZUCH et al., 2000), 
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prasete (MATALOVÁ et al., 2000) a psa (OGUMA 
et al., 2000).

Populace neutrofilů před kultivací obsahovala při-
bližně 8 % apoptotických buněk. Po třech hodinách 
kultivace došlo ke statisticky významnému nárůstu 
na 30 %. Porovnáme–li tento podíl s literárními údaji 
–  krevními neutrofily skotu, zvýšení podílů apopto-
tických neutrofilů se zdá být relativně vysoké. VAN 
OOSTVELDT et al. (1999, 2001) totiž uvádějí, že po 
dvou hodinách kultivace dochází k  projevům apop-
tózy u 3–5 % a po čtyřech hodinách u přibližně 15 % 
neutrofilů. Naproti tomu SLÁDEK et al. (2002) za-
znamenali u neutrofilů tkáňového poolu mléčné žlázy 
skotu shodný podíl apoptotických neutrofilů jako 
v této práci. U krevních neutrofilů jiných druhů hos-
podářských zvířat je situace obdobná, MATALOVÁ 
et al. (2000) uvádějí pouze 2% podíl apoptózy po 
2hodinové kultivaci. Krevní neutrofily představují 
krátce žijící buňky, které vycestovávají z  krevního 
řečiště do tkáně mléčné žlázy. Výsledky studií s po-
užitím radioaktivně značených neutrofilů prokázaly, 
že doba migrace činí kolem dvou hodin. Tento čas je 
potřebný pro pevné přilnutí – adherenci neutrofilních 
granulocytů ke stěně endotelu postkapilární venuly, 
pro migraci mezi endoteliálními buňkami diapedezí, 
migraci skrze intercelulární matrix subepiteliální la-
mina propria, a konečně migraci přes epiteliální vý-
stelku strukové cisterny do sekretu mléčné žlázy 
(KEHRLI a SHUSTER, 1994). Popsaná aktivita neu- 
trofilů se s vysokou pravděpodobností podílí na sní-
žení životnosti těchto buněk. VAN OOSTVELDT et 
al. (2002) zaznamenali proapoptotický vliv diapedese 
u krevních neutrofilů. Na druhé straně WATSON et al. 
(1997) prokázali, že transmigrace skrze endotel odda-
luje projevy apoptózy neutrofilů. Zdá se, že nejen dia-
pedese a transmigrace, nýbrž i mikroenvironment du-
tinového systému mléčné žlázy bude výrazným způ-
sobem modulovat životní funkce neutrofilů. 

Mezi nejvýznamnější Gram-pozitivní bakteriální 
patogeny patří Staphylococcus aureus a Streptococ-
cus uberis. S. aureus představuje majoritní patogen, 
který způsobuje klinické a subklinické mastitidy do-
provázené vážnými ekonomickými ztrátami (Fox a 
Gay, 1993). S. uberis je nejčastěji se vyskytující en-
vironmentální patogen, způsobující významný podíl 
intramammárních infekcí u laktujících i nelaktujících 
dojnic (Pedersen et al., 2003). Vzhledem k uve-
deným skutečnostem se oba inkriminované patogeny 
staly předmětem studia v této práci.

Bylo zjištěno, že interakce těchto bakterií s neutro-
fily během inkubace rezultovala ve výrazné kvanti-
tativní a kvalitativní změny v  zastoupení apoptotic-
kých buněk. Konkrétně vyústila interakce neutrofilů 
mléčné žlázy s  oběma patogeny během kultivace 
v  oddálení projevů apoptózy. Přičemž interakce S. 
aureus rezultovala v nižší počty apoptotických neu-

trofilů, než u S. uberis. Jak ukázaly výsledky morfo-
logické analýzy, po třech hodinách inkubace bylo za-
znamenáno pouze cca 10 % apoptotických neutrofilů 
u S. aureus a 14 % u S. uberis. V kontrole (tedy mé-
diu bez přítomných patogenů) bylo však detekováno 
30 % apoptotických neutrofilů. Z literatury je patrné, 
že během kultivace neutrofilů s  bakteriemi dochází 
k modulaci apoptózy účinkem bakteriálních toxinů a 
produktů, fyzického kontaktu bakterií a následné fa-
gocytózy. Uvedené stupně interakce buněk obranného 
systému s prokaryonty pak rezultují v apoptózu, jak 
bylo prokázáno u významných humánních a animál-
ních patogenů. Například leukotoxin Fusobacterium 
necrophorum (Stewens a Czuprinski, 1996; 
Narayanan et al., 2002) a enterotoxin S. aureus 
(Moulding et al., 1999) indukují apoptózu neutro-
filů. Dále interakce samotných bakterií, Haemophilus 
somnus, S. aureus, Streptococcus pneumonie, Strep-
tococcus pyogenes s neutrofily vede k apoptóze (En-
gelich et al., 2001; LundQvist–Gustafsson 
et al., 2001; Kobayashi et al., 2003; DeLEO, 
2004). Bylo prokázáno, že nakonec i  samotná fago-
cytóza bakterií Candida albicans, Escherichia coli, 
S. aureus, Streptococcus pneumonie, může rezulto-
vat v následnou apoptózu neutrofilů (Watson et al., 
1996; Rotstein et al., 2000; Yamamoto et al., 
2002; DeLEO, 2004).

Rozdíl ve výsledcích této práce a výše citovaných 
studií zřejmě souvisí s použitými metodami detekce 
apoptózy. Zatímco v  této práci byla k detekci apo-
ptózy použita metoda morfologická, v  uvedených 
studiích to byla zejména metoda průkazu transloko-
vaného fosfatidylserinu. Při studiu dynamiky apop-
tózy, zvláště u murinních a humánních buněk, bylo 
zjištěno, že translokace fosfatidylserinu představuje 
relativně časný jev, který předchází fragmentaci 
DNA (Martin et al., 1995; Stuart et al., 1998). 
Tomu plně odpovídají výsledky zjištěné pomocí prů-
tokové cytometrie na stejném experimentálním ma-
teriále, kdy bylo zjištěno, že interakce S. aureus a S. 
uberis s neutrofily vedou ke snížení karyopyknózy a 
zároveň ke zvýšení podílu buněk s translokovaným 
fosfatidylserinem (SLÁDEK et al., 2005). Je tedy 
zřejmé, že použitá délka inkubace patogenů s neu-
trofily nerezultuje v plné vyvinutí příznaků apoptózy 
daných jak biochemickými, tak zároveň morfologic-
kými znaky.

Rozdíl v  zastoupení apoptotických neutrofilů byl 
zaznamenán rovněž mezi samotnými patogeny. Po in-
terakci neutrofilů se S. aureus byl zaznamenán nižší 
podíl apoptotických buněk, než u S. uberis. Tato sku-
tečnost zřejmě souvisí s  rozdílnou virulencí těchto 
patogenů. Mezi významné faktory virulence S. au-
reus patří povrchové komponenty (adhesiny, protein 
A a polysacharidy kapsuly), toxiny, extracelulární 
enzymy a koaguláza V (Sutra a Poutrel, 1994). S tím 
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souvisí skutečnost, že lze očekávat razantnější ode-
zvu buněk obranného systému mléčné žlázy po inter-
akci s S. aureus. Nutno však podotknout, že modulace 
apoptózy neutrofilů S. aureus nebyla doposud studo-
vána na relevantním materiále. Proto nelze souvis-
lost virulence S. aureus s indukcí apoptózy neutrofilů 
mléčné žlázy potvrdit.

Z  výše uvedených dat lze vyvodit, že interakce 
neutrofilů s  oběma patogeny in vitro vede k  oddá-
lení nástupu morfologických projevů apoptózy. Sní-
žení podílu karyopyknózy a zvýšení podílu apopto-
tických tělísek naznačuje vyšší dynamiku procesu 
apoptózy u  těch neutrofilů, u  kterých již apoptóza 
nastala. 

Patogeny S. aureus a S. uberis tvoří nejen významné 
původce onemocnění mléčné žlázy skotu, nýbrž i vý-
znamně ovlivňují fyziologické funkce buněk obran-
ného systému organizmu. Dynamika procesu apop-
tózy je významně ovlivněna rovněž specifitou daného 
bakteriálního činitele. Práce tedy odhalila významné 
biologické činitele modulující životnost buněk obran-
ného systému mléčné žlázy.

Práce však v žádném případě nepředstavuje ukon-
čenou etapu studia interakce buněk obranného sys-
tému mléčné žlázy s  bakteriálními patogeny, avšak 
naopak otvírá prostor pro studie zaměřené na apo-
ptózu neutrofilů v  patogenezi infekčního zánětu 
mléčné žlázy skotu.

SOUHRN
Cílem studie bylo posoudit vliv významných bakteriálních patogenů, Staphylococcus aureus a Strepto-
coccus uberis na expresi programované buněčné smrti – apoptózy in vitro a stanovit dynamiku morfo-
logických změn během procesu stárnutí neutrofilních granulocytů tkáňového poolu mléčné žlázy skotu 
in vitro. S použitím světelné a transmisní elektronové mikroskopie byly zaznamenány charakteristic-
ké změny apoptotických neutrofilů, které probíhaly ve třech na sebe navazujících stadiích. Bylo zjiště-
no, že interakce bakteriálních patogenů s neutrofily během inkubace vede k výrazným kvalitativním a 
kvantitativním změnám v zastoupení apoptotických buněk. Oba patogeny způsobují u neutrofilů mléč-
né žlázy opoždění projevů apoptózy. Výsledky potvrdily, že interakce S. aureus a S. uberis s neutrofily 
tkáňového poolu mléčné žlázy skotu in vitro způsobují změny týkající se apoptózy těchto buněk. Z vý-
sledků práce lze vyvodit, že S. aureus a S. uberis jsou nejen významnými patogeny způsobujícími infek-
ce mléčné žlázy, ale ovlivňují i buňky obranného systému mléčné žlázy a jejich funkci. Výrazně snižují 
počet buněk s morfologickými projevy apoptózy neutrofilů tkáňového poolu mléčné žlázy skotu. Počet 
apoptotických buněk v populaci neutrofilů potvrzuje, že interakce obou patogenů vede k oddálení ná-
stupu morfologických projevů apoptózy. Vyšší počet apoptotických tělísek naznačuje rostoucí dynami-
ku tohoto procesu, která je rovněž ovlivněna specifikou bakterie. 
 
programovaná buněčná smrt – apoptóza, polymorfonukleární leukocyty
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